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«-© Strukturelles Phosphoprotein (pp 150) des menschlichen Cytomegalovirus, seine Herstellung und 
^ Verwendung. 

lO® Das phosphorylierte Strukturprotein vom Molge- 

wicht etwa 150 kd (pp 150) des humanen Cytomega- 
lovirus (HCMV) ist stark immunogen und wird zu- 
C^vertSssig von menschlichen Antiseren erkannt Die- 
^ses Protein kann - nach Zuordnung auf dem Genom 

von HCMV - gentechnisch gan2 oder in immunoge- 
■ g-nen Teilbereichen hergestelft werden. Solche Pro- 
■^■teine eignen sich als Reagens, beispielsweise im 

ELISA, und als Bestandteile von Impfstoffen. 
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Strukturelles Phosphoprotein (pp 150) des menschllchen Cytomegalovirus, seine Herstellung und 

Verwendung 



Ein phosphoryliertes Strukturprotein von etwa 
150 kd (pp 150) ist ein Bestandteil von gereinigten 
Virion-Partikeln. Nach W. Gibson, Virology 128 
(1983) 391 - 406, ist es ein Konstituent der Matrix. 
Wegen seiner stark immunogenen Bgenschaften 
eignet es sich als Diagnostikum. 

Die Erfindung betrifft pp 150 und immunogene 
Teile dieses Proteins, deren gentechnische Herstel- 
lung und ihre Verwendung als immunologisches 
Reagens, beispielsweise im ELISA. Bevorzugte 
Ausgestaltungen der Erfindung in ihren ver- 
schiedenen Aspekten werden im folgenden naher 
erlautert bzw. in den Patentanspruchen definiert 

Es wurde gefunden, da/J man mit einem 
monospezifischen Kaninchen-Antiserum gegen pp 
150 die gewCJnschten Klone aus einer HCMV- 
cDNA-Genbank identifizieren kann. Hierzu wurde 
eine Probe des gesamten viralen Proteins einer 
praparativen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
unterworfen und die einzelnen Proteinbanden mit 
Hilfe des Farbstoffs ©Coomassie (ICI) Brillant-Blau 
sichtbar gemacht. Das Protein mit dem Molekufar- 
gewicht 150 kd wurde herausgeschnitten, extrahiert 
und zur Immunisierung von Kaninchen verwendet. 
Das gewonnene Antiserum zeigte im "Western 
BIot n -Test Reaktion mit dem 150 kd Protein. Die- 
ses Serum wurde fur das "Screening" der cDNA- 
Genbank eingesetzt. 

Zur Herstellung der Genbank wurde aus mit 
HCMV, Stamm Ad 169, infizierten menschlichen 
Vorhaut-Fibroblastenzellen 96 bis 120 Stunden 
nach der Infektion die poiy(A) + -RNA isoliert, in ds- 
DNA uberfuhrt und ohne Groflenfraktionierung in 
den handelsubiichen Phagen-Expressionsvektor 
Xgt11 eingefugt. Hierzu wurde der Vektor mit 
EcoRI gespalten und mit alkalischer Phosphatase 
(aus Kalberdarm) behandelt, um die intramoleku- 
iare Religation zu unterdrucken. Durch An'fugen 
von EcoRI-Linkern wurde die cDNA zwischen die 
Phagenarme eingefugt und in vitro verpackt. Aus 
100 ng ds-cDNA wurde so eine Genbank erhalten, 
die etwa 5^(fi unabhangige Rekombinanten und 
18 % Wildtyp-Phagen enthielt. 

Das "Screening" der Genbank erfolgte nach 
der Methode von R. A. Young und R. W. Davis, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983) 1194 - 1198, 
jedoch mit der Abwandlung, da/? Meerrettich-Pero- 
xidase an Protein A gekoppelt wurde und 4-ChIor- 
1-naphthol als Detektionssystem diente, unter Ein- 
satz der vorstehend beschriebenen monospezifi- 
schen Kaninchen-Antikorper. Bei diesem 
"Immunoscreening" werden die auf Nitroz Hulose- 
filtern vorhandenen Kolonien vorsichtig lysiert. mit 
oben beschriebenen monospezifischen Kaninchen- 



Antikorpern inkubiert und nach Entfemen ungebun- 
dener Reaktinden positive Plaques mit dem 
genannten modifizierten Detektionssystem nachge- 
wiesen. 

5 Von 150 000 untersuchten Plaques wurden 8 

positive Signale erhalten. Ein Klon mit einer Inser- 
tion von etwa 300 Basen wurde fur die-weitere 
Charakterisierung ausgewahlt; er erhielt die Be- 
zeichnung BB 8. 
10 Der E. coli-Stamm Y 1089 wurde mit dem 

rekombinanten Phagen infiziert und die Synthese 
des fl-Galactosidase-Proteins durch Zugabe von 
Isopropylthiogalactosid (IPTG) induziert. Hierbei 
wurde ein Fusions-Protein gebildet, das deutlich 
75 grofler ais die Galactosidase (118 kd) ist. Es wird 
weder in nichtinfizierten Zelien noch in infizierten, 
aber nichtinduzierten Zelien gefunden. Sowohl 
menschliche HCMV-positive Seren als auch das 
Kaninchen-Anti-pp 150-Serum reagierten nur mit 
20 diesem Protein in BB 8-infizierten, induzierten Zel- 
ien, erkannten jedoch weder Proteine in nichtinfi- 
zierten Oder nichtinduzierten infizierten Zelien. Es 
ergibt sich somit, dafl der rekombinante Klon BB 8 
ein Fusionsprotein mit einem HCMV-Protein-Anteil 
25 synthetisiert. 

Mit dem Fusionsprotein aus BB 8 wurde ein 
Kaninchen immunisiert und mit dem Antiserum 
wurden "Western Blot"-Analysen mit HCMV-Protei- 
nen durchgefuhrt. Es reagierte nur das pp 150. 
30 Die cDNA-lnsertion von 300 bp wurde nun ver- 

wendet, um das Gen fur pp 150 im Virus-Genom 
zu lokaiisieren: Hierfur wurde die cDNA-lnsertion 
von 300 bp mit 8 Cosmid-Klonen hybridisiert, die 
das gesamte Genom von HCMV umspannen (B. 
35 Fleckenstein et al.. Gene 18 (1982) 39 - 46). Die 
Cosmide pCM 1015 und pCM .1017, die 
uberlappend die Hindlll-J-, -N-und Y-Fragmente 
enthalten, hybridisierten mit der cDNA. Eine einge- 
hendere "Southern Blot"-Analyse dieser Region 
40 begrenzte das HCMV-DNA-Fragment auf ein 1,5 kb 
EcoRI-Pstl-Fragment, das im EcoRI-Y-Fragment lo- 
kalisiert ist, und zwar benachbart zum C-Fragment. 

"Northern Blot"-Analysen mit "spater" RNA 
und 32 P-markierter DNA des Klones BB 8 (in M13 
45 umkloniert) ergaben ein abundantes Transkript von 
6,2 kb. 

"Northern Blot"-Analysen mit unterschiedlich 
klonierten viralen DNA-Fragmenten aus dem 
Hindlil-J-und -N-Fragment ergaben verschiedene 
so Grd/tenklassen von "spater" RNA. Das starkste 
Signal ergab sich mit einer RNA-Groflenklasse von 
6,2 kb. 
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Von alien untersuchten Strukturproteinen wurde 
pp 150 in "Western blot"-Analysen am zu- 
verlassigsten von menschlichen HCMV-positiven 
Seren erkannt. Dabei reagieren sowohl IgM-positive 
als auch IgG-positive Seren von unter- 
schiedlichsten Patienten, beispielsweise kongenital 
infizierten Kindem, AIDS-erkrankten u.a. 
symptomatischen und asymptomatischen Perso- 
nen. 

Da pp 150 in den Mengen. die fOr Diagnostika 
erforderlich sind, nur unter groflem technischem 
Aufwand zu isolieren ware, ist die erfindungs- 
gerna/Je gentechnische Herstellungsweise beson- 
ders vorteilhaft. Es zeigte sich, da/3 nicht nur von 
eukaryotischen Zellen exprimierte Produkte antigen 
wirken, sondern auch Expresstonsprodukte von 
Bakterien. Da Bakterien keine Phosphoproteine er- 
zeugen, war nicht zu erwarten. da/J auch bakteriell 
hergestelltes HCMV-pp 150 oder Teiie davon stark 
immunogen wirken. Es zeigte sich jedoch. dafl 
auch soiche Proteine von entsprechenden Seren 
ebenso eindeutig erkannt werden wie authentisches 
pp 150. 

ErfindungsgemaB kann somit in prokaryoti- 
schen oder eukaryotischen Zellen. beispielsweise 
Hefezeilen, menschlichen oder animalen Zellen, 
hergestelltes pp 150 oder immunogene Teile davon 
als Reagens fur einen HCMV-Antikorpernachweis 
verwendet werden, beispielsweise im ELISA. 



Beispiel 

Das Xholl-Pstl-Fragment, das innerhalb des 
HCMV-EcoRI-Y Fragmentes liegt und somit fur Tei- 
le des pp 150 codiert. wurde in den Expressions- 
vektor pBD 2 (M. Broker, Gene Anal. Techn. 3 
(1986) 53 - 57) ligiert, nachdem der Vektor mit 
BamHI und Pst gespalten worden war. 

Nach Transformation des erhaltenen Hybrid- 
piasmids in E. coli BMH 71-18 wurden Klone iso- 
liert, deren Plasmid-DNA das zu erwartende Re- 
striktionsmuster besa/ien. Nach Induktion des lac- 
Promotors mit lsopropyl-0-D-thiogalacto-pyranosid 
(IPTG) exprimierten die Klone grofle Mengen eines 
Fusionsproteins mit einem pp 150-AnteiI. 

In "Western biof-Analysen wurde das rekom- 
binante Fusionsprotein, nicht aber das durch pBD 2 
codierte Kontrollprotein in alien getesteten HCMV- 
positiven humanen Seren ebenso eindeutig erkannt 
wie authentisches pp 150. 

Das neue Plasmid, das fur dieses B- 
Galactosidase-pp 150 Fusionsprotein codiert, wird 
im folgenden pXP1 genannt. Aus E. coli-Zeilen, die 
den Vektor pXP1 enthalten, wurde nach Induktion 
mit IPTG f das durch pXP1 codierte Fusionsprotein 
isoliert und zur Immunisierung von Kaninchen ver- 
wendet. Serum, das nach dreimaliger Immunisie- 



rung gewonnen worden war, reagierte in Western 
blot-Analysen mit Proteinbanden von ca. 150.000 d 
von HCMV infizierten Zellextrakten, nicht aber mit 
Kontrollextrakten. Somit sind Antikorper, die gegen 

s das bakteriell synthetisierte pp 150 hergestelit wor- 
den sind, in der Lage, authentisches pp 150 zu 
erkennen. Ferner konnte das anti-pXP1 -Serum 
dazu benutzt werden, bereits zwei bis drei Tage 
nach Infektion von Zellkulturen, HCMV mittels Im- 

io munfluoreszenz nachzuweisen, wahrend der 
cytopathische Effekt erst nach zehn bis vierzehn 
Tagen erkennbar wird. Somit kann ein Serum, das 
gegen rekombinant hergestelltes pp 150 gewonnen 
wurde, als diagnostisches Mittel eingesetzt werden. 

75 

Anspriiche 

1 . Strukturelles Phosphoprotein mit einem Mol- 
20 gewicht von etwa 150 kd (pp 150) aus humanem 

Cytomegalovirus (HCMV) und immunogene Teiie 
davon, erhaltlich durch Expression des Gens, das 
im Bereich der Fragmente HindM-Y/N des Geno- 
mes von HCMV. Stamm Ad 169, liegt, oder Teilen 
25 dieses Gens. 

2. pp 150 und immunogene Teiie davon, erhal- 
ten durch Expression des Gens, das auf einem 1,5 
kb EcoRI-Pstl-Fragment innerhalb des EcoRI-Y- 
Fragments aus dem Genom von HCMV, Stamm Ad 

30 169, liegt, oder Teilen dieses Gens. 

3. Verfahren zur Herstellung von pp 150 oder 
immunogenen Teilen davon, dadurch gekennzeich- 
net, da& man das Gen ganz oder teilweise zur 
Expression bringt, das in dem offenen Leserahmen 

35 der Hindill-Y/N-Fragmente aus dem Genom von 
HCMV, Stamm Ad 169, liegt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch ge- 
kennzeichnet. dafl man ein 1 ,5 kb EcoRI-Pstl-Frag- 
ment aus dem EcoRI-Y-Fragment einsetzt. 

40 5. Verwendung der Proteine nach Anspruch 1 

bis 2 bzw. der nach Anspruch 3 bis 4 erhaltenen 
Proteine oder immunogenen Teile dieser Proteine 
als diagnostisches Mittel. 

6. Verwendung der Proteine nach Anspruch 1 
45 bis 2 bzw. der nach Anspruch 3 bis 4 erhaltenen 

Proteine oder immunogenen Teiie dieser Proteine 
im ELISA-Test. 

7. Verwendung der Proteine nach Anspruch 1 
bis 2 bzw. der nach Anspruch 3 bis 4 erhaltenen 

so Proteine oder immunogenen Teile dieser Proteine 
als Bestandteil eines Impfstoffes. 

Patentanspruche fGr folgende Vertragsstaaten: GR* 
AT; ES 

55 

1. Verfahren zur Herstellung eines strukturellen 
Phosphoproteins mit einem Molgewicht von etwa 
150 kd (pp150) aus humanem Cytomegalovirus 
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(HCMV) oder immunogenen T Wen davon, dadurch 
gekennzeichnet dafl man das Gen ganz oder teil- 
weise zur Expression bringt. das in dem offenen 
Leserahmen der Hindlll-Y/N-Fragmente aus dem 
Genom von HCMV, Stamm Ad 169, liegt s 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl man ein 1,5 kb EcoRI-Pstl-Frag- 
ment aus dem EcoRI-Y-Fragment einsetzt. 
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